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O carcinoma mucoepidermoide (CME) é o segundo tumor mais comum de glândula 
salivar e o mais frequente quando se trata apenas de tumores malignos. Cerca de 
um terço a metade dos carcinomas mucoepidermoide possuem uma translocação 
t(11;19)(q21;p13) específica conhecida como MECT1-MAML2, que está associada a 
diversos mecanismos envolvendo diferenciação e proliferação celular. Alguns 
estudos apontam a correlação da presença dessa translocação com cursos clínicos 
mais favoráveis e outros indicam o estudo de proteínas da família PLUNC/BPIF 
como importantes marcadores de carcinoma mucoepidermoide. O objetivo desse 
estudo é investigar a presença dos produtos da fusão do gene MECT1-MAML2 e da 
proteína BPIFA2 em CME. 40 casos diagnosticados como CME foram avaliados 
utilizando imunoistoquímica para detectar as proteínas BPIFA2, MECT1, MAML2 e 
MECT1-MAML2. As proteínas MECT1 e MECT1-MAML2 mostraram correlação 
significativa com BPIFA2. O anticorpo MAML2 não apresentou correlação com 
nenhum outro anticorpo e pode não representar um bom biomarcador para casos de 
CME. A hibridização in situ por fluorescência (FISH) foi realizada em 21 casos e 
mostrou correlação significativa da positividade do gene fusionado com o tumor de 
baixo grau (p<0.05). Nossos achados sugerem que os marcadores MECT1, MECT1-
MAML2 e BPIFA2 fornece informações úteis em termos de diagnóstico do CME, 
bem como desempenham um importante papel na chave de otimização de 
diagnóstico e potenciais alvos terapêuticos. 
 




Mucoepidermoid carcinoma is the second most common salivary gland tumour and 
the most frequent malignant salivary gland tumour. About one-third to half of all 
mucoepidermoid carcinomas demonstrate a specific translocation t(11;19)(q21;p13), 
known as MECT1-MAML2 fusion oncogene, which is associated with varied 
mechanisms involving cell differentiation and proliferation. Previous studies have 
shown that the presence of the translocation can result in a better prognosis, as well 
as the presence o proteins of PLUNC/BPIF family as important biomarkers of MEC. 
The aim of this study is to investigate the presence of products of the fusion gene 
MECT1-MAML2 and protein BPIFA2 in MEC. 40 cases of MEC were evaluated using 
immunohistochemistry for BPIFA2, MECT1, MAML2 and MECT1-MAML2. Both 
MECT1 and the fusion protein showed being significantly correlated with BPIFA2. 
The MAML2 antibody was not correlated with the other antibodies and it might not be 
recommended to be used as a biomarker in MEC. Fluorescent in situ hybridization 
was performed in 21 cases and showed significant correlation with fusion gene 
positivity and low grade tumour (p<0.05). Our findings suggest that biomarkers 
MECT1, MECT1-MAML2 and BPIFA2 provide useful information for MEC diagnosis, 
as well as play an important role as a key to optimizing diagnosis and potential 
targeted therapies.  
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Os tumores de glândulas salivares compreendem um grupo de neoplasias de 
origem variável e arquitetura complexa que respondem por cerca de 3-10% de todos 
os tumores de cabeça e pescoço (Vargas et al 2002, Fonseca et al 2012, Araya et al 
2015). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), os casos de 
tumores de glândulas salivares variam de 0,4-13.5 casos por 100 mil habitantes a 
cada ano (Everson et al 2005, Koivunen et al 2002, Ostman et al 1997, Pinkston & 
Cole 1999, Fonseca et al 2016) e podem afetar homens e mulheres em proporções 
que se mostram variáveis na literatura, geralmente com pico de incidência entre os 
40 e 50 anos de idade (Ito et al 2005, Fonseca et al 2012, Araya et al 2015). 
A partir de levantamentos dos dados da literatura, a OMS mostra que os 
tumores de glândula salivar afetam mais frequentemente a parótida, representando 
de 64% a 80% de todos os casos, seguido por glândulas salivares menores com 9% 
a 23%, glândula submandibular variando de 7% a 11% e, por fim, glândula 
sublingual que é afetada por menos de 1% dos tumores (Everson et al 2005). Além 
disso, a literatura mostra que o percentual de tumores benignos pode variar de 54% 
a 79%, enquanto os tumores malignos acometem de 21% a 46% dos casos (Ito et al 
2005, Fonseca et al 2012, Araya et al 2015). 
As neoplasias de glândulas salivares possuem diversos tipos histológicos e os 
mais comumente encontrados nas grandes séries de casos incluem o adenoma 
pleomórfico e o tumor de Warthin como tumores benignos e o carcinoma 
mucoepidermoide e o carcinoma adenoide cístico como tumores malignos (Araya et 
al 2015, Ito et al 2005, Fonseca et al 2016). A manifestação clínica geralmente se 
mostra como um aumento de volume tumoral de crescimento lento e progressivo, 
podendo apresentar-se de forma indolor ou com dor, nos casos em que ocorre 
envolvimento e/ou invasão neural pelo tumor (Guzzo et al 2010). 
Embora a maioria dos tumores de glândula salivar apresente um curso clínico 
indolente e um prognóstico favorável, alguns tipos histológicos e estadios clínicos 
mais avançados podem gerar complicações como recorrência local, metástase 
regional e metástase à distância. Essa variedade de prognósticos definida pelo tipo 
histológico do tumor que faz com que os tipos de tratamento de tumores de 
glândulas salivares também variem em cada caso (Everson et al 2005). 
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A grande variedade de tipos histológicos de tumores de glândulas salivares 
pode tornar o diagnóstico difícil de ser estabelecido, mesmo para patologistas 
experientes (Fonseca et al 2016). Portanto, alguns marcadores, como a família 
PLUNC/BPIF (palate, lung, and nasal epithelium clone) e a fusão MECT1-MAML2, 
tem sido estudados para facilitar o diagnóstico de casos mais complexos e o 
entendimento do comportamento desses tumores para melhor definição do 
prognóstico e, consequentemente, do tratamento (Gonzalez-Arriagada et al 2012, 
Vargas et al 2008, Verdorfer et al 2009).  
 
1.1 Carcinoma Mucoepidermoide 
 O carcinoma mucoepidermoide (CME) é o tumor maligno de glândula salivar 
mais comum relatado em diversas séries de casos (Vargas et al 2002, Ito et al 2005, 
Araya et al 2015, Shigeishi et al 2015) e, em alguns estudos, sendo mostrado como 
o segundo tumor mais comum dentre todos de glândula salivar, ficando atrás apenas 
do adenoma pleomórfico (Ito et al 2005, Bai et al 2013). Esse tumor acomete 
homens e mulheres em uma ampla faixa etária que pode variar de 5 a 96 anos, 
geralmente apresentando seu pico de incidência entre a quarta e sexta décadas de 
vida (Bai et al 2013, Gonzalez-Arriagada et al 2012, Pires et al 2002).   
 O CME acomete mais frequentemente a glândula parótida e glândulas 
salivares menores, principalmente em palato, sendo esses dois sítios os 
representantes da grande maioria dos casos (Bai et al 2013). Apesar de menos 
frequente, o CME pode ser observado também em glândula submandibular, 
sublingual, glândulas de revestimento dos seios maxilares, glândulas lacrimais, 
lábio, orofaringe, nasofaringe, laringe, pregas vocais, traqueia e pulmões (Pires et al 
2002).  
 Clinicamente, o CME pode surgir como um aumento de volume tumoral 
endurecido, fixo ou semi-fixo, de crescimento lento e indolor. Em regiões de mucosa 
superficial, pode-se observar algumas vezes uma coloração azul-avermelhada que 
pode levar o clínico a suspeitar de lesão vascular ou até mesmo mucocele, uma 
lesão benigna bastante comum (Brandwein-Gensler et al 2017). Embora não seja a 
apresentação mais comum, o tumor pode tomar grandes proporções, apresentando 
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superfície ulcerada, com invasão de estruturas adjacentes, invasão neural, 
acometimento linfático e metástase à distância (Auclair & Ellis 1996). 
 Histologicamente, o CME tem sua origem em células do epitélio ductal de 
glândulas e é caracterizado pela presença de células epiteliais, intermediárias e 
mucosas, podendo apresentar ainda células colunares e claras (Ito et al 2005, Bai et 
al 2013, Gonzalez-Arriagada et al 2012). A distribuição desses tipos celulares e o 
seu arranjo leva a uma classificação em gradações de baixo, intermediário e alto 
grau que leva em consideração a proporção de células mucosas, intermediárias e 
epidermoides, componente cístico, a presença de invasão neural, presença de 
necrose, quantidade de mitoses encontradas e anaplasia (Brandwein-Gensler et al 
2017).  
 No intuito de solucionar o estabelecimento desses diagnósticos desafiadores 
e diferenciar o CME de grau intermediário e alto grau, diversas técnicas 
histoquímicas e imunoistoquímicas tem sido desenvolvidas. O ácido periódico de 
Shiff (PAS), mucicarmin e alcian blue são colorações histoquímicas especiais que 
revelam a produção de muco por células mucosas que normalmente estão 
presentes nos CME. No entanto, em alguns casos intermediários ou de alto grau, a 
presença de células mucosas pode se mostrar mais escassa e gerar dificuldade no 
diagnóstico apenas com essas colorações (Vargas et al 2008, Gonzalez-Arriagada 
et al 2012). Vargas et al demonstraram primeiramente em 2008 que o estudo 
imunoistoquímico envolvendo determinadas proteínas da família PLUNC/BPIF 
(BPIFB1 e BPIFA2) pode ser útil para identificação e estabelecimento do diagnóstico 
de CME (Vargas et al 2008). Por outro lado, em 2012, Gonzalez-Arriagada et al 
afirmaram em um estudo envolvendo exclusivamente casos de CME que em vez de 
BPIFA2, os principais marcadores de diagnóstico de CME de alto grau seriam 
BPIFB1 e BPIFA1 (Gonzalez-Arriagada et al 2012). 
Em termos de prognóstico, o CME apresenta-se como uma neoplasia com 
boa taxa de resposta ao tratamento, garantindo-se uma taxa de sobrevida de 5 anos 
que pode variar de 57% a 92% (Pires et al 2004, Bai et al 2013, Shigeishi et al 
2015). Um estudo realizado no Brasil com 173 casos de CME oriundos de um centro 
oncológico especializado mostrou que 12,7% dos pacientes apresentaram 
recorrência local do tumor, 9,8% tiveram metástase regional e 9,2% tiveram 
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metástase à distância. Além disso, esse estudo mostra que graus histológicos mais 
altos da neoplasia estão relacionados com pior prognóstico (Pires et al 2004).  
No entanto, alguns casos mostram comportamentos mais agressivos, mesmo 
apresentando estadios clínicos menos avançados e tipos histológicos de grau 
intermediário de malignidade. Por isso, alguns estudos procuram mostrar que alguns 
marcadores moleculares podem estar relacionados com a biologia tumoral e com o 
prognóstico de alguns CME, trazendo benefícios para a escolha do tratamento 
adequado. 
 
1.2 Família PLUNC/BPIF 
 A família PLUNC (palate, lung and nasal epithelium) foi descrita 
primeiramente em 1999 por Weston et al no epitélio nasal do rato (Weston et al 
1999). Em seguida, outros pesquisadores mostraram a presença das mesmas 
proteínas em palato, septo nasal, traqueia, brônquios, pulmão em outros animais e 
em humanos, sugerindo sua participação em processos embriogênicos de estruturas 
faciais e do trato respiratório (Weston et al 1999, LeClair et al 2001, Sung et al 2002, 
LeClair 2003).  
 Posteriormente, Bingle & Bingle conseguiram sequenciar os genes da família 
PLUNC e mostraram associação com outras proteínas secretoras do epitélio da 
nasofaringe e glândulas salivares (Bingle & Bingle 2000). Em estudos seguintes, o 
mesmo grupo de pesquisadores indicou que proteínas dessa família teriam um efeito 
defensivo no hospedeiro baseado em sua homologia com proteínas de defesa inata 
(Bingle & Craven 2002). Essa família de proteínas ocupa um espaço de 9 éxons, 
abrangendo 7,3kb do DNA humano, e compreende dois grupos de acordo com seu 
tamanho: um denominado “proteínas curtas”, representado como SPLUNC (short-
PLUNC), e outro denominado “proteínas longas”, representado como LPLUNC (long-
PLUNC). Devido a conflitos de denominação dessas proteínas na literatura e à 
identificação de importante similaridade estrutural e funcional com as proteínas da 
superfamília BPI-fold containing (Bactericidal/permeability Increasing Protein), 
estabeleceu-se recentemente um novo sistema de nomenclatura. Para as proteínas 
PLUNC, a categoria short-PLUNC é agora descritas como BPIFAn, como exemplo 
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da SPLUNC2 que atualmente é chamada BPIFA2, enquanto a categoria long-
PLUNC é conhecida por BPIFBn, ou seja, a LPLUNC1 torna-se BPIFB1 (Bingle & 
Craven 2002, Bingle & Craven 2003, Bingle et al 2004, Bingle et al 2011, Bingle & 
Bingle 2011). 
 Outros estudos mais específicos identificaram o gene BPIFB1 em 
micrometástase de câncer de pulmão, câncer colorretal, câncer de esôfago, fígado e 
mama (Iwao et al 2001), além de outros componentes da família que também foram 
relatados em carcinoma espinocelular em cabeça e pescoço e em nasofaringe 
(Lemaire et al 2003, Zhang et al 2003). Esses resultados levam a crer que os 
membros da família BPIF podem determinar marcadores importantes de diagnóstico 
e prognóstico em tumores malignos. 
 Vargas et al comprovaram em um estudo envolvendo oito tipos histológicos 
distintos de tumores de glândulas salivares, dentre eles um tumor benigno e sete 
tumores malignos, a presença de proteínas BPIF (BPIFA1, BPIFA2 e BPIFB1) em 
carcinoma mucoepidermoide e cistoadenocarcinoma papilar, porém com padrões de 
marcação diferentes (Vargas et al 2008). Nesse estudo não foi apresentada 
correlação dos padrões de marcação com o tipo histológico do tumor, idade, gênero, 
tamanho ou localização, porém o estudo contou com um número restrito de casos 
de CME.  
Baseado nisso, Gonzalez-Arriagada et al desenvolveram um estudo incluindo 
30 casos de CME de dois centros de diagnóstico distintos com intuito de confirmar o 
perfil de marcação das proteínas BPIF através da técnica de imunoistoquímica 
(Gonzalez-Arriagada et al 2012). Os resultados apontaram que os principais 
marcadores de diagnóstico de CME de alto grau seriam BPIFB1 e BPIFA1, pois eles 
foram capazes de marcar tanto células mucosas, assim como as colorações por 
PAS e mucicarmin, quanto as células intermediárias e epidermoides, que são 
negativas para as colorações histoquímicas especiais (Gonzalez-Arriagada et al 
2012). Os autores sugeriram ainda que as marcações de BPIFB2 e BPIFA2 
possuem utilidade diagnóstica similar ao PAS e mucicarmim, pois possuem um 
padrão de marcação apenas de células mucosas.  
A partir desses estudos é possível estabelecer a importância da análise da 
presença dos componentes da família BPIF em células de CME, principalmente 
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aqueles de alto grau de malignidade que mostram similaridades histológicas com 
outros tipos de carcinoma. Portanto, a busca por novas informações sobre essas 
proteínas e sua correlação com diagnóstico e prognóstico desse tipo de tumor pode 
trazer ferramentas fundamentais no desenvolvimento de novos mecanismos de 
diagnóstico e tratamento. 
 
1.3 Fusão MECT1-MAML2 
 De forma geral, a carcinogênese é um processo que envolve diversos fatores, 
algumas vezes ambientais, como exposição a agentes carcinógenos, e outras vezes 
através de alterações genéticas aleatórias, como mutações e translocações. 
Estudos citogenéticos apontam que cerca de um terço a metade dos casos de CME 
possuem uma translocação t(11;19)(q21;p13) específica e bem conhecida que gera 
a fusão do éxon 1 do gene MECT1 (MucoEpidermoid Carcinoma Translocated-1), 
também conhecido como CRTC1 (CREB-regulated transcriptional coativator) com os 
éxons 2-5 de um membro da família mastermind-like 2, o gene MAML2 (Hunt et al 
2011, Tonon et al 2003, Verdorfer et al 2009, Padmavathi et al 2016). Em menor 
proporção, posteriormente identificou-se também a fusão do gene MAML2 com o 
gene MECT3 (ou CRTC3), que levaria a um fenótipo tumoral idêntico ao da fusão 
supracitada (Fonseca et al, 2016). A especificidade diagnóstica dessa translocação 
em CME pode ser motivo de controvérsia para alguns autores devido a achados do 
mesmo gene quimérico em uma restrita série de casos de Tumor de Warthin, no 
entanto, esses achados ainda não foram solidamente comprovados (Fonseca et al, 
2016; Okabe et al, 2006; Garcia et al, 2011). 
 O gene quimérico gerado a partir da fusão MECT1-MAML2 é responsável por 
alterar a via normal de sinalização Notch e CREB (cAMP response element-binding 
protein), podendo ativar os genes alvos dessas vias sem que haja necessidade de 
sinais exógenos (Tonon et al 2003, Behboudi et al 2006, Padmavathi et al 2016). 
Essa translocação gera produtos capazes de ativar genes alvos de ambas as vias 
citadas resultando na desregulação do ciclo celular e da diferenciação celular 
(Padmavathi et al 2016). Além disso, outros estudos mostraram o envolvimento do 
gene quimérico na desregulação de diversos genes envolvidos em crescimento, 
proliferação e sobrevivência celular através da via CREB de maneiras dependentes 
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ou independentes (Chen et al 2015). Chen et al demonstraram ainda que células 
positivas para a fusão MECT1-MAML2 tem o crescimento e a sobrevivência 
suportadas por um ligante de EGFR (epidermal growth fator receptor) chamado 
AREG (Amphiregulin), que ativa a cascata do EGFR, levando assim a proliferação 
descontrolada das células do CME (Chen et al 2014). A figura 1 mostra a 
representação dos mecanismos de ação da translocação MECT1-MAML2 (CRTC1-
MAML). 
 
Figura 1. Translocação MECT1-MAML2 (CRTC1-MAML2) t(11;19). A formação 
da proteína a partir do gene quimérico altera vias importantes no metabolismo 
celular, desregulando vias de proliferação e diferenciação celular. 
 Apesar de o exato mecanismo pelo qual a fusão MECT1-MAML2 participa do 
desenvolvimento tumoral não ter sido elucidado completamente, alguns estudos 
mostram que ela está presente em até 75% dos casos de CME, principalmente 
casos de graus baixo (50-100% dos casos) e intermediário (10-75% dos casos), e 
respondem por melhores prognósticos (Coxon et al 2005, Verdorfer et al 2009, 
Saade et al, 2016). Dados apontam que a presença do transcrito quimérico garante 
um comportamento biológico menos agressivo, mostrando que pacientes com 
positividade para essa translocação são mais jovens e possuem menores taxas de 
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recorrência tumoral, metástase e morte relacionada à doença (Behboudi et al 2006, 
Verdorfer et al 2009). Behboudi et al compararam a taxa de sobrevida e concluíram 
que os casos positivos para a translocação sobreviveram por mais de 10 anos, em 
contraste com os casos negativos que sobreviveram em média 1,6 anos (Behboudi 
et al 2006). No entanto, estudos recentes mostraram resultados controversos e 
afirmaram que a presença da translocação em casos de CME tem valor diagnóstico, 
mas não apresentam real impacto prognóstico (Saade et al 2016).  
 Com base nestes estudos, é possível observar que o mecanismo de ação do 
MECT1-MAML2 é complexo e pode influenciar em diversas vias importantes no 
desenvolvimento tumoral. Portanto, o estudo desta translocação e de seus produtos 
torna-se importante no entendimento das vias de tumorigênese que podem levar ao 
desenvolvimento de terapias alvo significativas que possam contribuir para a melhor 
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Aims: Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most commonly reported malignant 
salivary gland tumour. The aim of this study was to detect expression of products of 
the fusion gene MECT1-MAML2 and BPIFA2 protein in MEC cells and to assess the 
reliability of these markers in determining diagnosis and tumour grading. 
Methods and Results: 40 cases of MEC were evaluated using immunohistochemistry 
for the CRTC1-MAML2 fusion protein, for CRTC1, MAML2 and BPIFA2. BPIFA2 
expression significantly correlated with both the fusion protein and CRTC1. MAML2 
staining was not correlated with any of the other proteins and thus its use as a 
biomarker for MEC is not recommended. Fluorescent in situ hybridization for the 
MAML2 gene translocation was performed in 21 cases of MEC and showed 
significant correlation with low grade tumours (p<0.05). 
Conclusions: Our findings confirm that CRTC1-MAML2 provides useful information 
for MEC diagnosis but in addition BPIFA2 and CRTC1 may also play an important 
role in optimizing diagnosis and identifying potential targets for novel therapies.  










Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most commonly reported malignant 
salivary gland tumour.1-4 MECs affect both men and women, across all ages, but are 
more frequent in the fourth and fifth decades of life.5-7 Histologically, MECs originate 
from ductal epithelial cells and are characterized by the presence of epithelial, 
intermediate and mucous cells.2,5,6 In general, the distribution of these cells in the 
tumour, along with other aspects such as necrosis, neural invasion and mitosis, 
determines whether the lesion is graded as low, intermediate or high.8 The 
morphological diversity of this tumour can present challenging features to distinguish 
from other malignant salivary gland tumours.9  
BPIFA2 is a member of the BPI fold-containing family 
(Bactericidal/permeability Increasing Protein). The original family member PLUNC 
(Palate, Lung, Nasal Epithelium Clone) was described by Weston et al (1999)10 in 
mouse nasal epithelium, but subsequent studies identified a wider family of BPI fold-
containing proteins in the palate, nasal septum, trachea, bronchi and lungs of 
humans and other animals.10-13 In depth studies of the predicted structure of the 
proteins, and of sites of expression of various family members, led to the hypothesis 
that the BPI fold-containing proteins would play a role in host defence.11,14  
 Gonzales-Arriagada et al (2012) confirmed the expression of some BPI fold-
containing proteins in MECs.6 The results demonstrated localised BPIFA1 and 
BPIFB1 not only in mucous cells, but also in intermediate and epidermoid cells of 
high grade MECs. The findings of this study suggested the potential utility of the 
proteins as diagnostic biomarkers, mainly in high-grade tumours, that can often be 
misdiagnosed as other types of undifferentiated carcinoma.6  
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Cytogenetic studies have shown that around one-third to half of MECs have a 
specific translocation t(11;19)(q21;p13) which results in a novel fusion protein being 
produced.15-18 In this translocation exon 1 of the CRTC1 (CREB Regulated 
Transcription Coactivator 1) gene is fused with exons 2-5 of MAML2, a member of 
the mastermind-like family.16,17,19 The fusion generates a chimeric gene thought to be 
responsible for activating targets of both cAMP-CREB and Notch signalling pathways 
without exogenous signals.16,20,21  The exact mechanism of action is not entirely clear 
and the literature remains controversial about its impact on prognosis, since some 
studies have shown that CRTC1-MAML2 fusion positive MECs present with a more 
favourable prognosis, while others have found no significant differences between 
fusion positive and negative cases.9,17-19,22  
The aim of this study was to detect products of the fusion gene CRTC1-
MAML2 and protein BPIFA2 in MEC cells and the reliability of these markers in 




A total of 40 cases previously diagnosed as Mucoepidermoid Carcinoma 
were retrieved from the files of the Laboratory of Oral Pathology of Piracicaba 
Dental School, University of Campinas (UNICAMP), São Paulo, Brazil and from the 
Laboratory of Oral Pathology of the State University of Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, Brazil. All cases were stained with Hematoxylin-Eosin and reviewed by two 
pathologists (DLP and PAV). The histopathological grading was established based 
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on the World Health Organization (WHO) classification.8 The clinical and 
demographic data were obtained from the files available in both laboratories.  
The Ethics Committee of Piracicaba Dental School approved the study 
under Protocol number: 54667816.6. 
 
Immunohistochemical Analysis 
For immunohistochemical analysis, 4µM tissue sections were stained with 
the following primary antibodies: BPIFA2A (described by Bingle et al, 200923; 
rabbit, 1:250), CRTC1 (Sigma-Aldrich, rabbit, 1:200), MAML2 (Sigma-Aldrich, 
rabbit, 1:50) and CRTC1-MAML2 (Eurogentec, based on Behboudi et al 200620, 
rabbit, 1:70). Sections were deparaffinised, rehydrated and blocked for 
endogenous peroxidase activity with 3%H2O2 in Methanol for 20 minutes. Slides 
were then rinsed in PBS and blocked for 30 minutes at room temperature in a 
humidified chamber with 100% normal serum according to the species of the 
secondary antibody. Antigen retrieval was performed before the blocking step 
using sodium citrate buffer pH 6.0 for 8 minutes in a microwave oven. After 
blocking, the normal serum was replaced by primary antibody, diluted in the 
same 100% normal serum used to block non-specific binding, and sections were 
incubated overnight at 4ºC in a humidified chamber. Vectastain Elite ABC kit 
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) was used for secondary 
antibodies and enhancement according to the manufacturer’s instructions. A 
Vector NovaRed substrate kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) 
was used for colour development for all antibodies except for CRTC1-MAML2 for 
which a DAB kit (Vector Labs) was applied. 
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 Immunohistochemical staining was evaluated based on a semi quantitative 
scoring system in which the percentage of positive (PP) cells was multiplied by 
the staining intensity (SI). A total of 1,000 cells were counted in each case and 
the PP was defined based only on positive cells. SI was defined as 0 (negative), 
1 (weak), 2 (moderate) and 3 (strong). Peritumoral areas of normal salivary 
glands were not considered for analysis. 
 
MAML2 Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Analysis 
FISH was performed with a dual-colour break-apart probe for MAML2 
(ZytoVision) according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, 3µM 
tissue sections were deparaffinised, rehydrated and treated in a pre-warmed 
Heat Pretreatment Citric Solution (ZytoLight system) at 95°C for 15 minutes. 
Subsequently, slides were washed in distilled water and incubated in Pepsin 
Solution (ZytoLight system) at 37°C in a humidified chambre for 9-11 minutes. 
The slides were then washed in Wash Buffer SSC (Saline Sodium-Citrate - 
ZytoLight system) and in distilled water, followed by dehydration in 70%, 90% 
and 100% ethanol for 1 min each. Afterwards, 10µL of the probe were pipetted 
onto each slide (protected from light) and gently covered by a coverslip (sealed 
with Fixogum rubber cement). Samples were denatured at 75ºC for 10 min 
followed by hybridization overnight (for a minimum of 16 hours) in a humidified 
chamber at 37ºC. The following day, coverslips were removed and the slides 
were washed in Wash Buffer A (ZytoLight system) at 37ºC and dehydrated in an 
ethanol sequence. Thereafter, 20µL of DAPI/Antifade-Solution (ZytoLight system) 
were added to each slide, covered by a coverslip and incubated for 15 min in the 
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dark. Samples were analysed through the use of a fluorescence microscope 
(BX61; Olympus, Center Valley, PA, USA) and images captured using a Q-Color 
5 Olympus digital camera. For each case, at least 100 cells were analysed, and a 
case was considered to be positive for MAML2 break-apart when at least 5% of 
cells showed splitting of the signals. 
 
Statistical Analysis 
Data were analysed using SAS system software (SAS Institute Inc., Cary, 
NC, 2010). Correlations between biomarkers were assessed using the Pearson 
χ2 test. A variance analysis was performed to compare the mean score of 
biomarkers and tumour grading, establishing the Tukey-Kramer (α=0.05), in 
which coefficients with the same letter are not significantly different. Considering 
the distribution of the sample, the likelihood ratio Chi-Square was applied to 
compare results of FISH with the tumour grading system. P < 0.05 was 




 Forty cases diagnosed as MEC were retrieved from laboratory files. The 
clinical data collected are detailed in Table 1 including gender, age and location 
of the tumour. 70% of patients were female and 30% male. The mean age was 
42.3 years, varying from 11 to 80 years. All tumours affected the intraoral minor 
salivary glands, and the palate was the most affected site (47.5%). 
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Table 1. Patient and tumour characteristics.  
 Cases (n) % 
Gender   
Male 12 30 
Female 28 70 
   
Age (years)   
<42.3* 20 50 
>42.3* 20 50 
   
Anatomic site   
Palate 19 47.5 
Buccal mucosa  9 22.5 
Others** 12 30 
*Mean age; varying from 11-80 years. **intraosseous (2), floor of the mouth (2), lips 
(2), retromolar region (2), inferior surface of the tongue (1) and vestibule (2). 
 
Histologic And Immunohistochemistry Profile 
All 40 cases were categorized into four histologic groups, following the 
WHO classification8: low grade, intermediate grade, intermediate rich in clear 
cells and high grade. Most of the cases presented as low grade (75.5%), 7 were 
classified as intermediate grade (14.5%), 2 presented as the rich in clear cells 




Figure 1. Tumour grading of MEC. A – Low grade tumour showing cystic areas 
and mucous cells (indicated by the White arrow). B – Intermediate grade tumour 
with loss of cystic spaces and high numbers of intermediate cells. C – 
Intermediate grade rich in clear cells, mainly composed of this cell type. D – High 
grade tumour showing solid pattern with atypical cells. (H&E – 200x)  
 
The percentage of positivity was defined for each case for the CRTC1-
MAML2 fusion protein, CRTC1, MAML2 and BPIFA2 (Figure 2). Table 2 shows 
the correlation of protein expression based on the Spearman coefficient. 
Expression of the fusion protein correlated significant and positively with CRTC1 
and BPIFA2. MAML2 expression was not significantly correlated with any of the 




Table 2. Pearson coefficient for antibodies correlation. 






















PP MAML2   27.52% 
p 0.086 
PP – Percentage of Positivity; significance level 0.05% 
 
In order to compare the PP with SI, we categorized the PP into 2 groups: 
<500 positive cells and >500 positive cells. The comparison between them showed 
that stronger staining intensities are positively correlated with counting more than 
500 positive cells for all antibodies (p<0.05; data not shown). Therefore, the scoring 
system multiplying both measures (PPxSI) was applied and compared according to 
the tumour grading (Table 3). CRTC1 and the CRTC1-MAML2 fusion protein 
showed significantly higher mean scores for low and intermediate grades than for 
high grade while the mean score for BPIFA2 in intermediate and high grade tumours 
was higher than that for both low grade and intermediate rich in clear cells (p<0.05). 
MAML2 staining showed to be higher for intermediate (both variants) and high grade 








Table 3. Tumour grade distribution according to antibody scoring system  
 BPIFA2 CRTC1 MAML2 CRTC1/MAML2 


































29 2580.1 1307.5 B 1777.0 1602.6 B 488.8 787.7 D 1486.2 1058.7 C 
Intermediate 
 




2 2151.3 2430.7 C 1033.8 1461.9 C 1281.3 988.2 B 2111.5 1830 A 
High 2 3235.8 1514.3 A 370.0 523.3 D 837.5 1184.4 C 884.3 1199.6 D 








MAML2 Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Analysis 
FISH was performed on sections of paraffin-embedded tissue from 21 
cases. 11 of the cases (52.4%) were positive for the fusion gene (Figure 2). In 
terms of prognosis, it was not possible to correlate the presence or absence of 
the fusion gene with outcome because all of the patients where follow up 
information was available (12 out of 21) had no evidence of disease or 
metastasis in a mean period of 30 months. Nevertheless, positivity for the fusion 
gene showed significant association with tumour grading, since the results show 
81.82% of positive cases being classified as low grade (p<0.05), while most of 
negative cases were considered either intermediate or high grade (60%; p<0.05) 
(Table 4).   
 
Table 4. Tumour grade distribution in translocation positive and negative 
tumours. 
                 Fusion gene 
                                    
Tumour grade 
Negative (%) Positive (%) p 
Low 
 
4 (40%) 9 (81.82%) 0.045 
Intermediate or High 
 






Figure 2. Immunohistochemical and cytogenetic profiles in MEC. A – BPIFA2 
staining all cell types in MEC. B, C and D - Immunoexpression of CRTC1, 
MAML2 and CRTC1-MAML2, respectively. Note the cytoplasmic staining of 
CRTC1 and both cytoplasmic and nuclear staining of MAML2 and CRTC1-
MAML2. (400x). E and F – FISH representation of MAML2 break gene positive 
and negative cases, respectively (1000x). Note in E one fused (yellow) signal and 
one split (red and green) signal, characterizing the MAML2 translocation. In F, 




MEC is a salivary gland malignancy, but can also arise from multiple other 
organ sites such as lung, breast, skin, oesophagus and thyroid.20,24 Although the 
current study showed a slight predilection for females, previous studies have not 
demonstrated a gender or age-specific bias.5-7 Ages varied from 11 to 80 years, in 
agreement with the typical diverse profile of MEC. In terms of anatomic site, MEC 
occurs most commonly in parotid glands but, when considering only intraoral sites, 
this tumour type most commonly affects the palate8,25, as shown by our results 
(47.5% of cases).   
Despite some larger cohort studies showing higher rates of intermediate and 
high grade tumours,18,20,26 our data presented a large number of low grade cases. 
Most of larger studies conducted in big centres for the diagnosis and treatment of 
head and neck cancer tend to have a sample composed mainly of parotid tumours 
and other major salivary glands.25 Contrastingly, our cohort presented exclusively 
cases of minor salivary glands, possibly explaining the disparity between the large 
number of low grade cases and only two high grade tumours. 
BPI fold-containing proteins are a family of proteins expressed by a number 
of secretory tissues that have been shown to exhibit diverse functions, including in 
innate defence and embryonic development. A number (BPIFA1, BPIFA2, BPIFB1 
and BPIFB2) have also been shown to be present in MEC tissues in a very 
characteristic manner.14,27,28  The present study suggests BPIFA2 could be an 
important diagnostic biomarker for MEC, as almost all cases of MEC demonstrated 
high PP staining. The exact mechanism by which BPIFA2 plays a role in tumour 
development or progression is not yet clear. The protein showed positive correlation 
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with both the CRTC1-MAML2 fusion protein and CRTC1, highlighting that it may be 
a valid therapeutic target. Its role if any in tumour progression needs to be explored 
further. MAML2, however, showed no correlation with the other biomarkers, 
suggesting it is not a useful tool in identifying the t(11;19) translocation in MEC 
samples. 
Low and intermediate grades were higher for CRTC1 and the fusion protein, 
while intermediate and high grade tumours presented higher mean scores for 
BPIFA2 expression. Even though the number of cases of high and intermediate 
grades was small in our sample, the differences among the tumour grades proved to 
be significant. Interestingly, the variant intermediate, rich in clear cells, presented a 
different mean of score from the conventional intermediate grade, possibly showing 
a different behaviour especially for BPIFA2 and CRTC1. Supporting this finding, 
Garcia et al (2011)29 affirmed that the variant oncocytic MEC displays a particular 
indolent profile with low recurrence rates in comparison with conventional MEC, 
even of the same grade.  
In the past few decades, the CRTC1-MAML2 fusion gene has proved to be 
an interesting target of research in MEC cases, particularly after its expression was 
demonstrated to be almost exclusively found in MECs.29 The t(11;19) translocation 
has previously been reported in a significant number of MECs with discussions 
being held around its potential use as a diagnostic and possibly prognostic marker, 
perhaps conferring a better outcome for positive cases. Mechanistically, CRTC1–
MAML2 fusion interacts with both CREB and Notch pathways, displaying CREB-
independent activities via coactivator protein-1 and activating targets of Notch 
pathway signalling, without exogenous signals.16,20,24 However, the role of this fusion 
oncogene in the maintenance of MEC growth remains poorly understood. For 
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instance, it is known that the fusion gene displays a different profile of expression 
according to tumour grade.18,20,26 Some authors emphasize the importance of this 
biomarker interfering in treatment strategies, which includes the decision to perform 
neck dissection or to recommend adjuvant radiotherapy,20,30 but recent studies have 
found no differences in 5-year overall survival and disease free survival rates 
between patients who are translocation positive and those who are negative.18,26 
Due to inherent limitations of retrospective review, our data was too limited to predict 
a correlation between presence of the fusion gene and prognostic features. 
Nevertheless, our cytogenetic results support the hypothesis that the translocation is 
present in more low grade MECs.  
In summary, MEC is a heterogeneous tumour of the salivary gland with a 
diversified biology and clinical behaviour. Our findings suggest that CRTC1-MAML2 
provides useful information for MEC diagnosis but the antibody must be also 
validated in other tumours to establish its sensitivity and sensibility. In addition, 
BPIFA2 and CRTC1 may also play an important role in optimizing diagnosis and 
identifying potential targets for novel therapies. Further studies with long-term follow 
up are needed to predict their true value as a prognostic biomarker.  
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Os resultados apresentados permitem concluir que: 
• O CME é um tumor de características heterogêneas que acomete pacientes 
em ampla faixa etária; 
• O palato mostrou-se o local mais comumente afetado quando se trata de 
casos de CME em glândulas salivares menores; 
• O anticorpo BPIFA2 mostrou utilidade diagnóstica na marcação de CME, uma 
vez que apresentou marcação em todos os tipos celulares e foi positivo na 
maioria dos casos. 
• Os biomarcadores CRTC1 e CRTC1-MAML2 mostraram positividade em 
diversos casos de CME, mas sua correlação com o prognóstico ainda precisa 
ser melhor avaliada em um número maior de casos; 
• O anticorpo MAML2 não mostrou positividade em muitos casos de CME, não 
sendo, portanto, recomendado para o uso na detecção desses casos; 
• A correlação positiva entre CRTC1 e CRTC1-MAML2 com BPIFA2 sugere 
que esses marcadores são importantes na tumorigênese do CME, bem como 
podem ser considerados como possíveis alvos terapêuticos; 
• A presença da quebra do gene MAML2 mostrou correlação significativa com o 
tumor de baixo grau, mostrando sua importância no diagnóstico e ainda na 
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APÊNDICE 1 – Tabela complementar de dados clínicos e 
histopatológicos 
Tabela de dados clínicos e histopatológicos de 40 pacientes afetados por CME. 
Caso Grau do Tumor Sexo Idade Localização 
1 Baixo F 29 Mucosa jugal 
2 Baixo F 77 Assoalho bucal 
3 Baixo F 60 Fundo de vestíbulo superior 
4 Intermediário F 51 Rebordo alveolar 
5 Intermediário F 48 Palato duro 
6 Intermediário F 40 Ventre de língua 
7 Baixo M 61 Palato 
8 Baixo F 35 Palato duro 
9 Alto M 80 Lábio superior 
10 Intermediário M 16 Palato mole 
11 Intermediário F 50 Mucosa jugal 
12 Baixo F NA Retromolar 
13 Baixo F 38 Palato duro 
14 Baixo M 46 intraóssea - maxila 
15 Baixo F 49 Palato duro 
16 Baixo F 44 intraóssea - mandíbula 
17 Baixo F 45 Retromolar 
18 Intermediário F 52 Mucosa jugal 
19 Intermediário F 28 Mucosa Jugal 
20 Baixo M 31 Palato duro 
21 Baixo F 38 Mucosa jugal 
22 Baixo F 28 Palato mole 
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23 Baixo F 22 Palato limite duro-mole 
24 Intermediário F 42 Palato duro 
25 Baixo M 13 Palato duro 
26 Baixo M 40 Lábio inferior 
27 Baixo F 66 Mucosa Jugal esquerda 
28 Baixo M 21 Palato mole 
29 Alto M 52 Mucosa jugal direita 
30 Baixo M 33 Palato duro 
31 Baixo F 48 Mucosa jugal direita 
32 Baixo F 46 Palato duro 
33 Baixo F 36 Palato 
34 Baixo F 27 Palato duro 
35 Baixo F 63 Assoalho bucal 
36 Baixo M 57 Palato limite duro-mole 
37 Intermediário F 29 Mucosa jugal 
38 Baixo F 57 Fundo de vestíbulo superior 
39 Baixo M 11 Palato duro 
















Figura complementar – Imagens em menor aumento (200x) de cortes histológicos 
corados em HE (A-D) e por reação imunoistoquímica para os anticorpos BPIFA2 (E), 
CRTC1 (F), MAML2 (G) e CRTC1-MAML2 (H).  
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APÊNDICE 3 – Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Convite: Convido o(a) Senhor(a) a participar de forma livre, espontânea e 
esclarecida na pesquisa " CORRELAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS DA 
FAMÍLIA PLUNC/BPIF COM A FUSÃO MECT1-MAML2 EM CÉLULAS DE 
CARCINOMA MUCOEPIDERMÓIDE SALIVAR”. O responsável pela pesquisa, pelas 
informações contidas neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 
bem como quem fará a apresentação e obtenção da autorização dos pacientes, 
objeto desse estudo, é a Cirurgiã-Dentista, Débora Lima Pereira, aluna do curso de 
Doutorado em Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-
UNICAMP.   
Justificativa: O carcinoma mucoepidermoide (CME) é um tipo de câncer (tumor maligno) de 
glândula salivar (órgão produtores de saliva) mais comum relatado em diversas séries de 
casos. O estabelecimento da presença de algumas proteínas presentes nesse tipo de tumor, 
como algumas chamadas PLUNC e outras provenientes de uma alteração genética 
nomeada MECT1-MAML2, principalmente nos tumores mais agressivos (que podem ser 
confundidos com outros tumores), torna-se importante para a busca por novas informações 
sobre essas proteínas e sua correlação com diagnóstico e prognóstico desse tipo de tumor, 
podendo trazer ferramentas fundamentais no desenvolvimento de novos mecanismos de 
diagnóstico e tratamento. 
  
Objetivos da pesquisa: O objetivo do estudo é correlacionar os níveis das 
proteínas do tipo PLUNC e da alteração genética MECT1-MAML2 e suas influências 
em mudanças comportamentais específicas nas células de carcinoma 
mucoepidermoide. 
Metodologia: O presente estudo será desenvolvido na Faculdade de Odontologia 
de Piracicaba na Universidade Estadual de Campinas (FOP-UNICAMP) baseado em 
uma análise retrospectiva (dados e exames já coletados) envolvendo 50 pacientes 
diagnosticados com CME e 1 indivíduo de linhagem celular já estabelecida. A 
análise será baseada em estudos imunoistoquímicos em tecidos emblocados em 
parafina provenientes de biópsias incisionais.   
Desconforto e riscos: Não há riscos previsíveis por participar dessa pesquisa. 
Benefícios: Não há benefícios diretos para os sujeitos participantes desta pesquisa. 
Os dados obtidos na pesquisa poderão ser importantes para colaborar com o melhor 
entendimento da doença e suas características, bem como auxiliar em novas 
diretrizes de diagnóstico e tratamento em novos pacientes diagnosticados com a 
lesão.   
Telefone, endereço e e-mail do pesquisador responsável: Em caso de dúvidas quando à 
pesquisa ou desejo de informar a desistência de participação da mesma, entrar em contato 
com a pesquisadora Débora Lima Pereira: (19) 2106-5266 e (11) 95358 3507; Av. Limeira 
901, FOP-UNICAMP, CEP 13414-903, Piracicaba – SP, debora.lpereira@gmail.com 
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 Telefone, endereço e e-mail do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba: “Em caso de dúvidas quanto aos seus direitos como voluntário 
de pesquisa entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da FOP: Av. Limeira 901, 
FOP-UNICAMP, CEP 13414-903, Piracicaba – SP, Fone/Fax 19-21065349, e-mail: 
cep@fop.unicamp.br e webpage www.fop.unicamp.br/cep”.  
 
Garantias: Você terá o esclarecimento necessário de qualquer parte do estudo antes, 
durante e após a realização da pesquisa. Baseado nas informações fornecidas tem o direito 
de se recusar a participar na pesquisa, ou retirar o consentimento, a qualquer momento, 
sem que isto acarrete qualquer penalidade ou represália de qualquer natureza e sem que 
haja prejuízo ao tratamento iniciado ou por iniciar. Não há grupo controle ou placebo nesta 
pesquisa e não há forma alternativa de obtenção das informações desejadas.  
A pesquisa tem caráter transversal e retrospectivo, ou seja, serão avaliados apenas 
arquivos de pacientes que já passaram por atendimento. Portanto, o estudo não prevê a 
garantia de acompanhamento do paciente em nenhum momento da pesquisa. 
Seus dados pessoais e materiais que permitam a sua identificação serão considerados 
confidenciais e mantidos em sigilo. A participação na pesquisa não gera despesa ao 
voluntário, portanto não há previsão de ressarcimento. Por se tratar de uma pesquisa sem 
riscos ou danos previsíveis ao participante, visto que serão utilizados materiais previamente 
coletados dos pacientes, o estudo não prevê indenização ou reparo aos indivíduos 
envolvidos. Uma via do presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinada 




Eu, _________________________________________, Identidade Nº _______________, 
Telefone: ____________________, certifico que, após a leitura deste documento e de 
outras explicações dadas pelo pesquisador responsável, sobre os itens acima, estou de 
acordo em participar da realização dessa pesquisa.   
 
Piracicaba, _____ de ________________ de 201_. 
 
Assinatura do Paciente____________________________________________________ 
 




ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

















ANEXO 2 - Comprovante de submissão do artigo à revista Histopatology. 
 
